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研究成果の概要（和文）：脳梗塞治療に対し神経細胞の保護に限定せずグリア細胞や血管内皮細胞等の周囲の細
胞にも着目するべきであるというNeurovascular Unitという概念が重要視されている。一過性の虚血(ischemic 
preconditioning <IPC>)は虚血耐性を獲得する刺激の一つと知られる。我々は、この際の血流の変化を血管内皮
細胞が感知することに着目した。IPCにより血管内皮細胞に存在するP2X4受容体が血流のずり応力を感知し、神
経保護分子であるオステオポンチンを介して脳梗塞に対する脳虚血耐性を獲得することを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：Neurovascular Unit, the concept that not only neuron but also surrounding 
cells including glia and endothelial cells are needed to investigate ischemic stroke, has been 
regarded as an important concept. Ischemic preconditioning (IPC) is one of the stress to gain 
ischemic tolerance. We focused on vascular endothelial cells that detect vascular flow change during
 IPC. We revealed that P2X4 receptor on the vascular endothelial cells detect blood shear stress and
 induced ischemic tolerance via neuroprotective molecule osteopontin.

研究分野：脳卒中
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
脳梗塞に対する治療は t-PA や血栓回収療法
により進歩してきた。しかし時間的制約によ
り適応患者は限られているのが現状であり
脳保護薬の開発が望まれている。2000 年代
に入り脳梗塞治療に対し神経細胞の保護に
限定せずグリア細胞や血管内皮細胞等の周
囲の細胞にも着目するべきであるという
Neurovascular Unit という概念が重要視さ
れている。 
２．研究の目的 
虚血耐性現象は、脳虚血実験系では確実な脳
保護効果を示す実験系として知られている。
様々な刺激により脳は虚血耐性を獲得する
が、いかにして神経細胞の保護がもたらされ
るか、その分子メカニズムに不明な点は多い。
一過性の虚血 (ischemic preconditioning 
<IPC>)は虚血耐性を獲得する刺激の一つと
知られる。IPCにより血流が停止・再灌流し、
その物理的刺激は流れ刺激に基づくずり応
力の変化として血管内皮細胞に伝わると考
えられる。そのため、IPCによる虚血耐性の
獲得に血管内皮細胞が関与すると考えられ
る。本研究では、ずり応力のセンサーとして
知られる血管内皮に存在する P2X4受容体の
虚血耐性獲得への関与を解明することを目
的とした。 
３．研究の方法 
①P2X4 受容体が虚血耐性獲得に関わってい
るか。8〜10 週齢、雄の C57BL/6 マウスを用
い、脳梗塞モデルとして、塞栓糸を使用した
中大脳動脈閉塞(MCAO)を行い、60 分の閉塞を
施した。IPC には 60 分 MCAO の 48 時間前に
15 分間 MCAO の閉塞を施した。60 分 MCAO の
24 時 間 後 の 神 経 症 状 と 梗 塞 体 積 を
2,3,5-Triphenyl tetrazolium 
chloride(TTC)を用いて評価した。さらにこ
の実験モデルにおいて、IPC の 1 時間前に
P2X4 受 容 体 の 拮 抗 薬 で あ る
[5-(3-bromophenyl1)-1,3-dihydro-2H-benz
ofuro[3,2-e]-1,4-diazepin-2-one](5BDBD)
を脳室内に投与した。 

②P2X4 受容体がマウス脳内発現部位の同定。 
P2X4 受容体と NeuN、GFAP、CD31、CD11b と共
染色した。 
③血管内皮細胞の P2X4 受容体が虚血耐性獲
得に関わっているか。血管内皮特異的に P2X4
受容体をノックアウトさせたマウスを作成
した。同様に 60 分 MCAO の 48 時間前に 15 分
MCAO を行った。 

④IPC 後の血管内皮細胞にはどのような分子
が発現しているか。Mouse Angiogenesis 
Array Kit (R&D)を用いて 15 分 MCAO を行っ
た 48 時間後のマウスの脳を網羅的に解析し
た。さらに 15 分 MCAO を行った 48 時間後の
マウスの血管内皮細胞を MACS (Miltenyi 
Biotec)を用いて採取し Real-time PCR を行
ない mRNA の発現を調べた。 

⑤ずり応力を感知した血管内皮細胞におけ
る P2X4 受容体を介したオステオポンチン発
現の研究。mouse brain vascular endothelial 
cell(b.End3 細胞)を用いて 48 時間のずり応
力をかけ Real-time PCR を行ない mRNA の発
現を調べた。さらに、ずり応力をかける前に
P2X4 受容体 siRNA を 3 日間 b.End3 細胞と共
培養させ P2X4 受容体の働きを阻害させる実
験を行った。 

⑥オステオポンチンで虚血耐性は再獲得で
きるか。 
次に、P2X4 受容体拮抗剤 5BDBD 投与後に 15
分 MCA を行い、その 48 時間後に 60 分 MCAO
を行うコントロール群に対して 60分 MCAO の
15 分前にオステオポンチンリコンビナント
を脳室内投与した群を比較した。 

 
４．研究成果 
①P2X4 受容体が虚血耐性獲得に関わってい
るか。IPC 群で梗塞体積の有意な縮小を認め、
神経学的にも有意に良好であった。さらに、
5BDBD を脳室内に投与すると IPC の効果が阻
害され梗塞体積の有意な再増大を認めた。 



 
②P2X4 受容体がマウス脳内発現部位の同定。 
P2X4 受容体は主に血管内皮に発現している
ことが分かった。 

 
③血管内皮細胞の P2X4 受容体が虚血耐性獲
得 に 関 わ っ て い る か 。 P2X4 受 容 体
+/+::flox/fl
ox マウスと比
較しP2X4受容
体
cre/+::flox/
flox マウスで
は IPC 効果が
認められず、
有意に梗塞体
積が大きく、
神経症状も悪
い結果であった。 
④IPC 後の血管内皮細胞にはどのような分子
が発現しているか。Mouse Angiogenesis 
Array で神経保護分子であるタンパク質のオ
ステオポンチンの上昇を認めた。IPC 後 48 時
間後のマウス脳血管内皮細胞でオステオポ
ンチン mRNA の有意な上昇を認めた。 
⑤ずり応力を感知した血管内皮細胞におけ
る P2X4 受容体を介したオステオポンチン発
現の研究。ずり応力をかけない群と比較し、
オステオポンチンの
有意な上昇を認めた。
さらにあらかじめ
P2X4 受容体 siRNA と
共培養させるとずり
応力をかけてもオス
テオポンチンの上昇
は認めなかった。 
⑥オステオポンチンで虚血耐性は再獲得で
きるか。オステ
オポンチンのリ
コンビナント投
与群で有意な梗
塞体積の縮小と、
神経症状の改善
を認めた。 

以上の実験よりずり応力を感知した血管内
皮細胞に存在する P2X4 受容体がオステオポ
ンチンを介して虚血耐性獲得に寄与してい
ることが明らかとなった。 
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